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RESUMEN

Las semillas de soya (Glycine max) son actualmente las semillas de
oleaginosa de mayor importancia en el mundo. Sin embargo, la deficiencia de
fosfato (Pi) limita el crecimiento y desarrollo de sus cultivos. Las plantas han
desarrollado diferentes adaptaciones morfolégicas y moleculares que
maximizan la capacidad de las plantas para adquirir fosfato. La magnitud de
estas respuestas de adaptacion varia de una especie a otra, e inclusive
pueden variar entre cultivares de la misma especie. Esta variacion genotipica
proporciona una excelente oportunidad para entender como una planta se
adapta a un estrés, en este caso a la deficiencia de Pi. En este trabajo se
aprovecho la variabilidad genética de cuatro cultivares de soya (Maverick,
P1437169B, Prohio y LG941906) para entender sus respuestas a la
deficiencia de fésforo. Se observaron modificaciones morfofisiolégicas tanto
en el area foliar, como en la elongacion de la raiz principal, asi como también
adaptaciones moleculares en la expresion de genes marcadores de la
deficiencia de Pi. Se concluyé que la respuesta a la deficiencia de fosforo es
genotipo dependiente, esto debido a las variaciones observadas en los

parametros analizados de las cuatro variedades de soya.



1. INTRODUCCION

1.1 EL FOSFORO Y SU IMPORTANCIA

El fésforo (P) es un macro-nutriente esencial para el crecimiento, desarrollo y
productividad de las plantas, debido a que forma parte de diferentes
biomoléculas como los &cidos nucleicos, los fosfolipidos y el ATP, asi como
varias enzimas y coenzimas (Rausch y Bucher, 2002). Ademas, participa en
varios procesos metabdlicos esenciales como: transferencia de energia,
fotosintesis, glucdlisis, respiracion, sintesis de membranas y transducciéon de

sefales (Valdés-Lépez et al., 2008).

A pesar de que la concentracion de P en el suelo es muy abundante, las
concentraciones disponibles para la planta son reducidas (0.1 a 10 uM). Esto
se debe a que las plantas absorben el fosforo del suelo en forma de iones
ortofosfato y (Pi) (Hinsinger, 2001; Schachtman et al., 1998).
Los cuales son muy reactivos y forman compuestos como sales, ésteres,
fosfonatos y compuestos organicos como el fitato, los cuales no pueden ser
absorbidos por las plantas, por lo que el P esta relativamente inmaévil y su

disponibilidad decrece con la profundidad del suelo (Lynch, 2007).

La presencia de cada una de las formas no asimilables de P depende del pH
del suelo. En suelos &cidos, el P forma complejos poco solubles con cationes
de hierro ( ) 'y aluminio ( ), mientras que en suelos alcalinos el P se
combina con cationes de calcio ( ) y magnesio ( ) (Rausch y Bucher,
2002). Asi, aunque el P abunda en el suelo, con frecuencia las
concentraciones de las formas asimilables no son suficientes para satisfacer

las necesidades de las plantas (Bates y Lynch, 2000).

En los paises desarrollados la deficiencia de Pi ha llevado a la aplicaciéon
excesiva de fertilizantes quimicos para poder mantener una produccién
agricola rentable. Sin embargo, diversos estudios, han demostrado que
aproximadamente el 80% del P aplicado como fertilizante queda insoluble en
el suelo (Richardson et al., 2011; Holford, 1997).
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El uso excesivo de fertilizantes fosfatados tiene como consecuencia el
aumento en los costos de produccién de los cultivos, asi como el
enriquecimiento de los cuerpos de agua con nutrientes que provocan la
eutrofizacion y la proliferacion de algas téxicas (Correl, 1998; Smith-Schindler,
2009).

Actualmente el consumo mundial de fertilizantes de P es de aproximadamente
50 millones de toneladas por afio, sin embargo, se espera un aumento de 20
millones de toneladas anuales para el 2030 (Cakmak, 2002; Vance, 2003).
Ademas, se estima que el tiempo de vida de los recursos totales de fosfato de
roca dure unos pocos cientos de afios, esto se debe a que los depdsitos de
mas alta calidad se estan agotando rapidamente con tiempos de vida
previstos de 50-120 afios (Yan et al., 2009).

Puesto que los fertilizantes sintéticos impactan negativamente en el ambiente
y en la agricultura, es de alta prioridad disefar estrategias mas amigables que
permitan asegurar la produccion de alimentos y al mismo tiempo proteger los

recursos de suelo y agua (Soldérzano et al., 2005).

1.2 RESPUESTAS A LA DEFICIENCIA DE FOSFATO

El mantener estable la concentracién de Pi tiene un papel importante en las
células vegetales ya que en el citoplasma dicha condicion es esencial para
gue se lleven a cabo muchas reacciones enzimaticas. EI mantenimiento del
contenido de este nutrimento en varios compartimentos celulares como la
vacuola, plastidos, mitocondrias y citoplasma es necesario para conservar su
homeostasis (Schachtman et al.,, 1998). Por lo anterior fue postulado
primeramente por Goldstein y colaboradores (1988) que en las plantas existe
un sistema de rescate que actiua de manera coordinada ante el estrés por Pi.
Desde entonces diversos estudios han demostrado que cuando las plantas
crecen en condiciones limitantes de Pi pueden presentar diversas respuestas
gue les permiten adaptarse (Raghothama, 1999; Rausch y Bucher, 2002;
Valdés-Lépez et al., 2008; Péret, 2011).
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En este contexto, las respuestas al estrés por Pi pueden iniciar cuando la
planta censa el contenido de Pi interno y/o externo. En consecuencia, las
plantas han desarrollado diversas adaptaciones morfolégicas y moleculares
gue les permiten hacer frente a la deficiencia de Pi, reduciendo su uso e

incrementando su captacion y reciclaje (Raghothama, 1999).

Estas respuestas adaptativas pueden ser agrupadas de acuerdo a que nivel
responden. En Arabidopsis thaliana la deficiencia de fésforo desencadena una
serie de respuestas adaptativas que pueden agruparse en respuestas locales
y sistémicas (a larga distancia). Este proceso comienza con la deteccion de
Pi, resultando en un cambio en el programa de desarrollo de la planta para
mejorar su capacidad de tolerar ambientes pobres en Pi. Las adaptaciones de
desarrollo son controladas principalmente a nivel local, mientras que las
respuestas sistémicas implican un aumento en la expresion de
transportadores de Pi de alta afinidad, asi como la secrecion de fosfatasas
para la recuperacion intensa de Pi y el aumento en el reciclaje de Pi a través

del catabolismo de los fosfolipidos (Péret, 2011) (Figura 1).

Las respuestas locales regulan las adaptaciones de desarrollo y dependen de
la concentracion de Pi interno. En cambio las respuestas sistémicas activan
cascadas de transduccién de sefiales encaminadas a regular transcripcional y
postranscripcionalmente genes y proteinas que son necesarias para la
adaptacion a la baja disponibilidad de Pi (Raghothama, 1999; Raghothama y
Karthikeyan, 2005; Péret; 2011) de tal forma que la planta modificar su
fisiologia, metabolismo y programa de desarrollo e incluso puede influir en su

capacidad reproductiva para poder enfrentarse a este estrés.

Para coordinar las respuestas moleculares y morfologicas a la limitacion de
Pi, las plantas requieren sistemas de monitoreo que perciben e integran la
informacion sobre el estado del Pi tanto a nivel local como a nivel sistémico
(Chiou y Lin, 2011; Doerner, 2008). Aunque la naturaleza de la deteccion de
Pi a nivel local y sistémico es aun desconocida, muchos componentes de la
via de sefializacion por deficiencia-Pi se han identificado durante la Ultima
década (Chiou y Lin, 2011).
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Figura 1. Respuestas locales y sistémicas a la deficiencia de Pi. La
deficiencia de fosforo (Pi) en Arabidopsis thaliana desencadena una
serie de respuestas adaptativas que pueden agruparse en respuestas
locales y sistémicas (a larga distancia) (Modificado de Péret, 2011).

1.2.1 RESPUESTAS A NIVEL LOCAL

Las plantas perciben y responden a la deficiencia de Pi a nivel local a través
de la modificacion del programa de desarrollo de la raiz. Estas modificaciones
le permiten a la planta incrementar el area de absorcion, la captacion y la
movilizacion de P (Bucher et al., 2001; Raghothama y Karthikeyan, 2005).

La mejora del estado fisico de la planta a travées de la adaptacion de la
arquitectura del sistema radical es particularmente relevante cuando compiten

por la adquisicion de iones de Pi (L6épez-Bucio et al., 2002).
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Estos cambios permiten que las raices de las plantas exploren las partes
superiores del suelo, lo que resulta en un sistema radical mas superficial. Esto
es particularmente (til debido a que el Pi tiende a acumularse en la capa
superior, una estrategia que se describe como “forrajeo de la capa superficial”
(Williamson et al., 2001; Lépez-Bucio et al., 2002).

Los cambios en la arquitectura del sistema radical estan regulados
principalmente por la deteccién de la concentracion local de Pi en la solucion
del suelo (Bates y Lynch, 2001). Morfolégicamente, estas adaptaciones van
desde cambios en la estructura de la raiz, hasta modificaciones en la
cantidad, densidad y longitud de las raices laterales, raices adventicias y

pelos radicales (Bates y Lynch, 2000).

Estas modificaciones en la arquitectura radical permiten que la planta explore
un mayor volumen de suelo en busca de parches ricos en nutrientes. Los
cambios en la arquitectura de la raiz juegan un papel central en la respuesta
adaptativa de la planta a la inanicién por Pi, ya que son también responsables
de muchas otras funciones adaptativas esenciales, como la exudaciéon de
acidos organicos, protones y fosfatasas acidas, los cuales son importantes
para llevar un eficiente intercambio catiénico y absorcion del Pi (Liao et al.,
2001; Lynch y Brown, 2001; Lopez-Bucio et al., 2002).

En los dltimos afios, esta respuesta adaptativa ha sido ampliamente estudiada
y varios estudios han descrito los efectos de la deficiencia de Pi en la
arquitectura de las raices. Por ejemplo, en diversas especies vegetales, se ha
observado que la deficiencia de Pi reduce el crecimiento de la raiz principal y
favorece el crecimiento de raices laterales y pelos radicales (Williamson et al.
2001; Linkohr et al., 2002; Lépez-Bucio et al., 2002, 2005; Al-Ghazy et al.,
2003; Nacry et al., 2005) (Figura 2).

Recientemente los cientificos e ingenieros agronomos han compartido un
creciente interés en la comprension de los sistemas de raices, puesto que su
estudio podria impulsar el desarrollo de genotipos eficientes en la captacién
de nutrientes (Fageria et al., 2008; Pecina, 2005; Vance et al., 2003; Barrios,
2014).
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Figura 2. Adaptacion de la arquitectura radical a disponibilidad de
fosfato del suelo en Arabidopsis thaliana. En condiciones de deficiencia
de fosfato, (i) se inhibe fuertemente el crecimiento de la raiz primaria, (ii)
la produccion y longitud de pelos radicales incrementa y se favorece (iii)
laformacion de raices laterales y (iv) su crecimiento (Péret, 2011).

1.2.2 RESPUESTAS A NIVEL SITEMICO

La deficiencia de Pi induce la sefializacion a larga distancia de respuestas
bioguimicas. Estas respuestas bioquimicas tienen dos funciones principales:
1) el aumento en la disponibilidad de Pi endégeno y del suelo, a través de su
movilizacion y reciclaje; y 2) adaptaciones metabolicas al estrés por Pi, que
implican el evitar pasos metabdlicos que requieren de Pi (Abel et al., 2002)
(Figura 3).
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La raiz es el 6rgano de la planta encargado de aumentar la disponibilidad de
Pi en el suelo a partir de su captacién y absorcion. Dentro de las respuestas
bioguimicas que hacen mas eficiente la disponibilidad de Pi presente en la
rizosfera, se encuentran el incremento en la sintesis y exudacion de aniones
organicos como el citrato y el malato que ayudan a solubilizar el Pi de
compuestos inorganicos (Jones, 1998; Watt y Evans, 1999; Raghothama,
1999) asi como de nucleasas y fosfatasas acidas que pueden liberar el Pi de
compuestos organicos presentes en el suelo (Nurnberger et al., 1990; Loffler
et al., 1992; Duff et al., 1994; Chen et al., 2000).

Disponibilidad externa de Pi baja

Pi

Ajuste metabdlico | 4¥—— (( Pi )) — Deteccion de

carencia de Pi

l

Fosfatasas, transnortadores de Pi,
ac. organicos, sulfolipidos, ete.

|

Movilizacion, adquisicion y reciclaje de Pi

‘ Induccién de genes por

Figura 3. Respuestas a nivel sistémico durante la baja disponibilidad de
Pi. El estrés por P induce la expresién de genes que promueven la
movilizacion, adquisicion y el reciclaje de Pi. La induccion de estos
genes esta influenciada por el estatus de Pi en la planta. El Pi reprime las
respuestas morfolégicas y moleculares evocadas por su carencia.
(Modificado de Abel et al., 2002).

Existen diversos mecanismos que se activan durante el estrés por Pi, entre
ellos se encuentra la modificacién del metabolismo, donde la planta usa rutas
alternativas para glicdlisis y el transporte de electrones en la mitocondria
(Plaxton y Tran, 2011).
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Un ejemplo de estos mecanismos, es la activacion de varias ramas del
metabolismo de los lipidos que resultan en un aumento en la acumulacion de
antocianinas (que pueden proteger a las hojas de la foto inhibicion resultante
de las limitadas reacciones fotoquimicas de la fotosintesis) (Takahashi et al.,
1991; Trull et al., 1997). De igual forma se presentan cambios en el
metabolismo de carbohidratos (por ejemplo, incrementos en el contenido de
almidoén), y en la composicion de lipidos de los tilacoides (la disminucion del
fosfatidilglicerol puede ser compensada por un aumento en sulfolipidos) que
permite que las plantas exploten el contenido de Pi de los fosfolipidos, donde
reside entre el 15-30% de Pi en la célula (Essigmann et al., 1998; Poirier et
al., 1991; Nakamura, 2013).

Las respuestas a nivel sistémico se estudiaron a partir de experimentos con
raices divididas, donde una parte de la raiz fue expuesta a un medio rico en
Pi, mientras que otra parte fue sometida a bajas concentraciones de Pi en el
medio. En este experimento se observo que las respuestas a la deficiencia de
Pi son reprimidas sistémicamente en la parte de la raiz que fue expuesta a un
medio deficiente en Pi. Esto llevd a la propuesta de que el estado de Pi
interno es el que controla las respuestas bioquimicas a la deficiencia en la
raiz (Burleigh y Harrison, 1998; Liu et al., 1997; Baldwin et al., 2001).

Ademas de estas respuestas, durante la dltima década, se han logrado
avances considerables en la comprension de cdmo las plantas se adaptan a
la deficiencia de Pi. Se han estudiado diversos mecanismos encaminados a
incrementar la captacién y movilizacién del Pi dentro de la planta (Misson et
al. 2005; Muller et al., 2007).

Las respuestas adaptativas incluyen el aumento en la transcripcion de genes
gue codifican para proteinas que ayudan a una redistribucion diferencial de
los fotosintatos en toda la planta. Estas proteinas forman parte de la llamada
via de captacion directa del Pi que incluyen diversos genes de la familia Pht1
(Transportadores de fosfato), fosfatasas acidas, entre otros (Muchhal, et al.,
1996; Raghothama, 1999; Karthikeyan et al., 2002).
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La mayoria de los transcritos de estos genes se han localizado en las células
epidérmicas de la raiz, aunque también se han detectado en hojas, tallos,
cotiledones y semillas, sugiriendo su participacion no sélo en la absorcion de
Pi por las raices, sino también en la distribucion interna raiz-brote.
Finalmente, hay ademas modificaciones en el programa de desarrollo

postembrionario (Raghothama, 1999; Raghothama y Karthikeyan, 2005).

1.3 LA SOYA Y EL IMPACTO DE LA DEFICIENCIA DE FOSFORO
EN SUS CULTIVOS

La soya (Glycine max L. Merril) es una especie de la familia de las
leguminosas (Fabaceae), originaria del suroeste de Asia donde se cultivaba
desde hace unos 5,000 afios AC. Es la oleaginosa de mayor importancia en el
mundo debido a su alto contenido proteico y a sus aceites de consumo

humano e industrial (Ridner, 2006).

La proteina de soya es excepcional con respecto a otras de origen vegetal
porque su calidad es igual o equivalente a la de origen animal. Esto ha sido
de suma importancia tanto para los paises desarrollados como para aquellos
en vias de serlo (Rand et al., 2003). Se estima que la soya se utiliza en el
60% de los alimentos procesados. Su composicién es de aproximadamente
30-50% proteina, 20% grasas, 24% carbohidratos y 18 a 20% aceite, ademas
contiene vitaminas (E, K, A, D y C), y minerales como: hierro, fésforo,
magnesio, zinc, cobre y calcio (Ridner, 2006; Jain et al., 2008; Radhakrishnan
y Ranjitha Kumari, 2009).

En la alimentacion humana la proteina de soya representa una gran fuente de
energia, ya que carece del aporte de grasas saturadas y colesterol que se
encuentran en la proteina de origen animal. Ademas, los alimentos de soya
son valiosas fuentes de acidos grasos esenciales como: el -6 (acido graso
linoleico) que reduce los niveles de colesterol en la sangre, y el Q-3 (acido
graso -linolenico) que puede tener diversos beneficios coronarios (Brower et
al., 2004; Hayes, 2000).
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En la industria, la extraccion del aceite de soya, se utiliza para conformar
diversos productos, como son: barnices, esmaltes, grasas industriales,
lubricantes y tintas (Ortiz et al.,, 2004). Es también utilizada por su
concentracion de proteina en la elaboracion de alimentos balanceados para
animales como aves y cerdos. Adicionalmente, en estos ultimos afios es
también uno de los cultivos claves para la obtencion de biocombustibles
(Solorzano et al., 2005).

La soya constituye uno de los diez cultivos de mayor importancia econémica a
nivel mundial, se cultiva en zonas tropicales, subtropicales y templadas
(Stevenson, 1986). De las exportaciones agricolas, el 75% corresponde a
soya. Durante las tres primeras décadas del siglo XX, la produccion de soya
se limitaba en gran medida a Oriente (China, Indonesia y Japdn). Sin
embargo, a partir de la década de 1940, los Estados Unidos superé a todo el
Oriente en la produccion de soya (principalmente debido a que sus cultivos
pasaron a estar completamente mecanizados). Por lo que actualmente los
principales paises productores y exportadores del mundo son: Estados
Unidos y Argentina, estos paises producen en conjunto 188 millones de
toneladas (Guzman, 2000) (Figura 4).

La produccion agricola mundial de soya para el afo 2010 fue de 251.3
millones de toneladas, 8.4 millones de toneladas menos que el afio anterior,
representando una disminucion de 3.3%; lo anterior se debe a la disminucion
de superficie sembrada y a la reduccion de la productividad en paises como
Brasil y Argentina (SAGARPA, 2010).

Uno de los principales factores que limitan la produccion de soya, son las
diversas condiciones edéficas, especialmente la baja disponibilidad de Pi en
los suelos, particularmente en los paises donde el acceso al fertilizante es
restringido (Lynch, 2007). Aproximadamente el 70% de la tierra cultivada
mundial, incluyendo suelos calcéareos, acidos y alcalinos, sufre de deficiencia
de P. Esto se debe principalmente a que el fésforo que existe en el suelo
frecuentemente se encuentra en formas complejas e insolubles (Raghothama,
1999; Oberson et al., 2001).
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Figura 4. Distribucién mundial del cultivo de soya. En color negro se
observan los paises que contribuyen con mas del 20 % de la
produccion y exportacion mundial de soya, como Estados Unidos y
Argentina. En color gris, se observa el area de cultivo de paises que
contribuyen con el 1 - 20 % de la produccién y exportacion mundial de
soya como Brasil y Oriente (Modificado de Leff, 2004).

1.4 APROVECHAMIENTO DE LA VARIBILIDAD GENETICA DE
SOYA

La soya es uno de los cultivos que poseen una gran variabilidad genética. Se
ha observado que de acuerdo al ambiente distintas caracteristicas
agronomicas pueden variar considerablemente, como la altura de la planta, la
duracion de su ciclo de vida y el peso de las semillas. Por lo tanto, las
diferentes variedades de soya pueden presentar distintos valores de

produccion en funcion del afio y el lugar de cultivo (Rodriguez, 2009).
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Esta variabilidad genética provoca que existan variedades con diferentes
grados de tolerancia a la deficiencia de Pi. Los genotipos menos sensibles a
la deficiencia de Pi generalmente expresan una o varias modificaciones
morfo-fisiologicas y bioquimicas que les confieren una mejor respuesta de
adaptacion al estrés. Por lo tanto los dafios derivados de la falta de Pi
dependen del genotipo, de la etapa de desarrollo y del grado y duracion del
periodo de deficiencia (Marschner, 1995; Lynch, 2011; Péret, 2011).

Un ejemplo de esto, fue el estudio de Ude y colaboradores (2003) quienes
con marcadores de polimorfismos en la longitud de fragmentos amplificados
observaron una clara diferenciacion entre un grupo de variedades de soya de

China, Japon y lineas ancestrales de Estados Unidos.

En otro trabajo llevado a cabo por Cui y colaboradores (2000) se indicé que
los agrénomos especializados en el mejoramiento de soya en China, evitan el
uso de progenitores emparentados para la produccion de lineas segregantes,
para ello realizan la introduccion de nuevo germoplasma, inclusive con
germoplasma de Estados Unidos, mismo que en la actualidad contribuye con
el 7% de la base genética de soya en China. Por otro lado Robles (1985),
declara que la introduccion de germoplasma es lo que se recomienda para

iniciar cualquier programa de fito-mejoramiento.

Diversos estudios realizados con soya apoyan la idea de que es necesario
ampliar su base genética para poder encontrar patrones morfo-agronomicos
de interés. Pecina y colaboradores (2005) encontraron una estrecha relacion
genética entre 24 lineas de soya generadas por el INIFAP en el sur de
Tamaulipas, en ellas se incluian nueve Vvariedades introducidas

principalmente de Brasil.

Ledn (2009), por su parte ha manifestado que entre mas amplia sea la
diversidad de especies, mayor es la posibilidad de encontrar plantas con un
mayor potencial genético que les permita mejorar sus niveles de rendimiento y
de resistencia a los diferentes tipos de suelo y clima (Guaman y Peralta,
1996).
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El aprovechamiento de la variabilidad genética para el analisis y la seleccion
de variedades, puede conducir al desarrollo de genotipos eficientes que
mantengan o mejoren su rendimiento en condiciones donde la disponibilidad
de P en el suelo es baja. Esta es una de las estrategias biologicas mas
atractivas para aumentar la productividad de los cultivos y limitar el uso de
fertilizantes, lo que a su vez reduciria los costos de produccion y la

contaminacion del medio ambiente (Richardson et al., 2011; Lynch, 2011).
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2. JUSTIFICACION

Debido a la gran importancia agroecondémica de la soya, es de vital
importancia entender los mecanismos fisioldgicos, moleculares y
bioguimicos que activan las diferentes variedades de soya cuando enfrentan
una deficiencia nutricional como la baja disponibilidad de Pi. Una de las
estrategias que se pueden usar para entender las respuestas de las plantas a
la deficiencia de P es mediante el aprovechamiento de su diversidad genética.
La soya posee una gran diversidad genética, a tal grado que hay cultivares
gue crecen en distintos tipos de climas y condiciones de suelo. Por lo que el
objetivo de este trabajo es aprovechar la variabilidad genética de soya para

entender sus respuestas a la deficiencia de P.
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3. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL:

Aprovechar la variabilidad genética de la soya para entender la regulacion

genética de sus respuestas a la deficiencia de fosforo.

OBJETIVOS PARTICULARES:

1) Caracterizar las respuestas morfologicas a la deficiencia de fosforo
(&rea foliar, longitud de la raiz principal y variabilidad en el contenido de

fosfato) de los diferentes cultivares de soya.
2) Seleccionar genes que manifiesten una respuesta especifica a la

deficiencia de fésforo y evaluar su expresion diferencial entre las

diferentes variedades de soya
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4. HIPOTESIS

1) Las distintas variedades de soya presentaran diferentes grados de

resistencia a la deficiencia de fésforo.

2) La regulacion genética de las variedades de soya podran contribuir al

entendimiento de sus respuestas a la deficiencia de fosforo.
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5. MATERIALES Y METODOS

MATERIAL VEGETAL

El estudio de las respuestas a la deficiencia de Pi se llevé a cabo en cuatro
cultivares de soya (Maverick, PI437169B, Prohio y LG941906). Entre ellas se
incluyeron variedades caracteristicas de Asia, Centro y Norte América. Estas
semillas fueron proporcionadas por el Dr. Brian Diers de la Universidad de

llinois, Chicago.

CONDICIONES DE CRECIMIENTO

Las semillas se desinfectaron durante 10 minutos con hipoclorito de sodio
comercial al 10% (v/v) y se lavaron cinco veces con agua destilada.
Posteriormente se germinaron (durante siete dias aproximadamente) en
macetas con perlita, Durante la fase de germinacion, las macetas se regaron
con agua destilada y se mantuvieron en condiciones de humedad relativa al
100 %, para lo cual, durante este periodo se les colocé un pléastico en la parte
superior. Una vez que germinaron, se cortaron los cotiledones para evitar que
los germinados obtuvieran nutrientes de ellos. Se mantuvieron en invernadero
con una temperatura promedio de 25 durante el dia y 20 durante la

noche. Con un fotoperiodo de 12 horas luz y 12 horas oscuridad.

DISENO EXPERIMENTAL

La deficiencia de Pi se evalud utilizando un disefio experimental de dos
muestras independientes, donde se observo el efecto de dos tratamientos
con diferente concentracion de fosforo. Para cada muestra se utilizaron cuatro
réplicas bioldgicas (Figura 5). Cada repeticion (unidad experimental) conto
con una semilla por maceta. Las macetas se regaron tres dias por semana

con la solucion nutritiva reportada por Summerfield et al., 1977.
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Para la primera muestra se utilizé un tratamiento con condiciones P con 1
mM de (Control), mientras que para la segunda muestra se utilizdé un

tratamiento —P con 5 pM de (deficiente en Pi) (Figura 5).

Y

+p +p
—P —P
+p ‘ +P
—P —P

PROHIO LG941906

Figura 5. Disefio experimental. La deficiencia de Pi se evalué utilizando
un disefio experimental de dos muestras independientes (Tratamientos
+Py —P). Cada muestra contd con cuatro réplicas bioldgicas.
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ANALISIS DE LAS RESPUESTAS A DEFICIENCIA DE Pi

Después de 21 dias de tratamiento se midieron los siguientes parametros en

cada cultivar.

1) AREA FOLIAR (AF). Para calcular el AF de cada cultivar se dibujo el
contorno de cada hoja trifoliada sobre papel Bond. Posteriormente se
recortaron, pesaron y guardaron en un sobre debidamente etiquetado.
Por ultimo, se obtuvo la relacién entre el peso de las hojas de cada
plantula y su area foliar tomando como referencia el peso de un area
conocida de un cuadro de papel Bond de 1x1 cm, el cual se pesé por
triplicado (Figura 6) (Arriaga et al., 2013).

1icm ’

1cm? = 0.0083gr
(x)em’ = (x)gr

[----1em----|

Figura 6. Procedimiento para medir el area foliar (AF).

2) CRECIMIENTO DE LA RAIZ PRINCIPAL. Se midi6 la elongacion de la
raiz principal en cada una de las plantas de cada cultivar tanto en
tratamientos de +P y —P. Para ello se extendio la raiz principal y se
utiliz6é un Vernier. La longitud de la raiz principal se tomo
inmediatamente después de retirar la planta del sustrato y de haber

retirado el exceso de perlita con agua.
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3) CONTENIDO DE Pi EN LAS RAICES. Se midi6 el fésforo total
presente en raices por medio del ensayo colorimétrico reportado por
Taussky y Shorr (1953). Para ello se cortaron y pesaron 2g de raiz de
una planta de cada cultivar, posteriormente se maceraron en 1 ml de
acido tricloroacético al 3% y se centrifugaron 3 minutos a 13, 000 rpm a
temperatura ambiente, a continuacion se recuperaron 600 pl del
sobrenadante y se incubaron durante 10 minutos con 1 ml de reactivo
de color (Molibdeno de Amonio disuelto en &cido sulfurico 10% vy
sulfato ferroso). La concentracion de Pi total se midi6 con

espectrofotometro a 660nm.

4) ANALISIS DE LA EXPRESION DE GENES MARCADORES DE LA
DEFICIENCIA P.

e Extraccion de ARN total.
Para la extraccion de ARN total se tom6 una planta de ambos tratamientos
(+P y —P) de cada cultivar. A cada planta se le cortaron las raices y se
congelaron inmediatamente con nitrégeno liquido, posteriormente se

almacenaron a una temperatura de -80 para su posterior procesamiento.

El ARN total se aislo de las raices congeladas utilizando el kit de aislamiento
de ZYMO Research (ZR Plant RNA MiniPrep, No. Catalogo R2024) (Apéndice
1).

La pureza y la concentracion del ARN fueron medidas en un NanoDrop 2000
UV VIS espectrofotbmetro (NanoDrop Technologies) de THERMO
SCIENTIFIC.

La integridad del ARN total se verificé por medio de electroforesis en un gel

de agarosa al 1%.
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e Sintesis de cDNA.
Para sintetizar el ADN copia (cDNA) se utilizo el kit de THERMO SCIENTIFIC
(DNase 1, RNase-free) (RevertAid Reverse Transcriptase, No. Catadlogo

k1622). La reaccion se ajusto a 20  (Apéndice 2).

e Disefio de oligonucleétidos.
Primero se hizo una busqueda de genes con expresion especifica a la
deficiencia de Pi en la planta modelo Arabidopsis thaliana, en la base de
datos de TAIR (The Arabidopsis Information Resource) (www.arabidopsis.org)
(Tabla 1).

Una vez seleccionados los genes, se busco la secuencia de transcripcion
homdloga a Glycine max en la base de datos de Phytozome v11.0

(https://phytozome.jgi.doe.gov) (Tabla 1).

Tabla 1. Genes de respuesta a la deficiencia de Pi.

Nombre  Arabidopsis Glycine max Descripcion Referencia
del gen thaliana

PAP12 At2g27190 Glyma06g028200 Fosfatasa 4cida  Li et al., 2002

parpura

Pht1;4 At2g38940 Glymal9g164300 Transportador ~ Muchhal et al.,
de fosfato 1996

ACP5 At3g17790 Glyma 059247900 Fosfatasa 4cida del Pozo et al.,
1999

Pht1;1 At5g43350 Glymal0g186500 Transportador  Muchhal et al.,
de fosfato 1996

PAP26 At5g34850 Glymal7g11790 Fosfatasa 4cida  Veljanovski et
parpura al., 2006
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Para el disefio de los oligonucleétidos se utilizo la secuencia 3° UTR de la
secuencia homologa y el programa Primer3, v0.4.0
(http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/), se utilizaron los siguientes parametros: el
tamano del amplicon fue de 120 pb, la longitud de los primers de 19-23 nt, el
GC % del amplicon de 40-60 % y la Tm 6ptima de 60 . La secuencia de los

oligonucledtidos se observa en la Tabla 2.

Tabla 2. Secuencia de los oligonucleétidos de los genes de respuesta a
la deficiencia de Pi.

Nombre del gen Forward Reverse
PAP12 CGAGGGTTGTTATTGAGATTTG ~ GGTGCAAAACCACTTATGGTAA
Phtl:4 CGGTCCCAATAGTTTAGGTGA TGAGTTGCTAGAGACAAGGAGAA
ACP5 CTGCTCGGTTCACTCACTCG TTTAGAAGTGACCCATTTGTGC
Phtl:1 AGTTTTGTCTCGAGTTCCTTTG TTGTCCCTCGGTTGAAGTATG
PAP26 AGGATAAAAATGTGCCCCTTG AGAACCATTTCCAACGTCCTG

e Medicion de la expresiéon génica
Se utilizé una PCR cuantitativa en tiempo real (RT-gPCR) para amplificar el

cDNA y simultdneamente cuantificar el producto de la reaccion.

La PCR se realiz6 con el equipo de Applied Biosystems StepOne™ Real-
Time PCR System. Para la reaccion de cada muestra se utilizaron 4 pl de
primer, 1 ul de cDNA y 5 pl de SYBR.

El programa de la PCR cuantitativa que se utiliz6 consisti6 en una

desnaturalizacién inicial de 10 minutos a 95 , seguida por 40 ciclos de 10

segundos a 95°C y 1 minuto a 60°C. Los datos de amplificacion fueron

colectados cada ciclo a 60
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Con los datos obtenidos de la RT-gPCR se determinaron los niveles de
expresion de los genes marcadores de la deficiencia de fosforo a partir del
método comparativo Ct ( ) (Livak y Schmittgen, 2001). Por medio de
este método se normalizaron los datos con los niveles de Ct de los dos genes

constitutivos.

Los genes constitutivos que se usaron de referencia para normalizar los
niveles de expresion de los genes marcadores de la deficiencia de fosforo
fueron Con6 y Conl6, los cuales son genes que se expresan regularmente en
soya y pertenecen a la proteina F-box y a la peptidasa S16, respectivamente
(Tabla 3) (Libault et al., 2008).

El cambio en los niveles de expresion, se calculd dividiendo el nivel de

expresion de los tratamientos —P/+P y fueron presentados en log2.

Tabla 3. Secuencia de los oligonucleétidos de los genes constitutivos.

Genes ID Forward Reverse
Cons6 CD397253 agatagggaaatggtgcaggt ctaatggcaattgcagctctc
Consl1l6  AI938444 ttctggagttggaggacactg ggcatcttaacagcagaagca

5) ANALISIS ESTADISTICOS

Para el analisis estadistico de los experimentos morfologicos de area foliar,
analisis de la arquitectura radical y concentracion de fosforo, los datos fueron
analizados utilizando el programa IBM SPSS Statistics v22.0. Para verificar
si habia diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos (+P/-P)

se hizo una prueba t de Student utilizando un valor de significancia de P<0.05.

Para realizar los diagramas de cajas se utilizé el lenguaje estadistico de “The

R Project for Statistical Computing”.

Para el analisis de los productos de PCR se utilizo el programa LinRegPCR

v3.0.0.
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El PCA se realizé utilizando el programa “The R Project for Statistical
Computing”. Para cada tratamiento de cada cultivar los datos se organizaron
en cinco grupos: concentracion de fésforo, area foliar, longitud de la raiz y

expresion de los genes marcadores de la deficiencia de fosforo.
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6. RESULTADOS

6.1 AREA FOLIAR

La deficiencia de Pi afecta el crecimiento y desarrollo de las plantas. Diversos
estudios han demostrado que la deficiencia de Pi provoca una reduccién del
crecimiento de la parte aérea y por lo tanto su rendimiento es menor (Lynch et
al., 1991; Franco-Zorrilla, 2004). Si la deficiencia es mayor y se mantiene
durante un tiempo prolongado, la planta puede detener su desarrollo y morir
en etapas tempranas (Marschner, 1995). Los resultados obtenidos en este
trabajo demuestran que la altura y la cobertura foliar de las plantas de los
diferentes cultivares analizados disminuyeron en los tratamientos bajo

deficiencia de fosforo (Figura 7).

MAVERICK P1437169B

o M g | )

LG941906

Figura 7. Efectos de la deficiencia de Pi sobre el crecimiento de los
diferentes cultivares de Soya.
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Dependiendo de la eficiencia de las plantas para crecer en un medio con bajo
contenido de Pi y de la severidad de la deficiencia, las plantas pueden
presentar hojas mas oscuras o con manchas purpuras, asi como hojas
clordticas, (Lynch y Beebe, 1995; Marschner, 1995) (Figura 8). En los
diferentes cultivares se observo que las hojas de las plantas que crecieron en
presencia de Pi se caracterizaron por ser grandes, redondeadas vy trifoliadas
(Figura 8a). En contraste con las hojas de las plantas que crecieron bajo
deficiencia de Pi, las cuales se caracterizaron por ser amarillentas (Figura 8b),
pequefias y ovaladas (Figura 8c), ademéas de tener ondulaciones en el

contorno de la hoja (Figura 8d).

b)

P

d)

P

Figura 8. Efectos de la deficiencia de Pi sobre la morfologia de las hojas.
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Para determinar los efectos negativos de la deficiencia de Pi sobre el
crecimiento de los diferentes cultivares analizados se midié el area foliar.
Como se puede observar en la Gréfica 1, el desarrollo y la cobertura de las
hojas estuvo relacionado directamente con la disminucion en la concentracion

de fosfatos entre los tratamientos +P y -P.
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Gréfica 1. Produccion de area foliar, en condiciones +P y —P. Para cada
cultivar se utilizaron 4 réplicas biolégicas tanto para tratamientos +Py —
P. Después de 21 dias de tratamiento, Maverick y LG941906 presentaron
diferencias significativas *(p<0.05) en cuanto a la disminucién del area
foliar provocada por la deficiencia de Pi.

Las variedades que presentaron una mayor area foliar fueron Maverick y
P1437169B tanto en tratamientos +P y —P. Sin embargo, los cultivares que
presentaron diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) en cuanto a la
disminucién del area foliar provocada por la deficiencia de fosforo, fueron
Maverick y LG941906, esto debido a que los resultados de area foliar de la
variedad de PI437169B en presencia de fdésforo fueron muy variables e
incluso hubo datos de cobertura foliar menores a los resultados obtenidos en
deficiencia de Pi. Por ultimo los resultados de la variedad de Prohio fueron
muy similares entre tratamientos +P y —P, por lo que no hubo diferencias
estadisticamente significativas, esto podria deberse a que esta variedad

podria no censar de manera eficiente las concentraciones de fosforo.
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6.2 CRECIMIENTO DE LA RAIZ PRINCIPAL

La alteracion de la arquitectura radical es una respuesta adaptativa general de
las plantas a los cambios en la disponibilidad de nutrientes. En soya, la
deficiencia de Pi resulta en un cambio en el reparto de materia seca en favor
del crecimiento de las raices (Bates and Lynch, 1996; Lopez-Bucio et al.,
2002; Ma et al., 2001; Williamson et al., 2001). Las variedades analizadas en
este trabajo modificaron su arquitectura radical con respecto a la disminucion

en la concentracion de fosfatos entre tratamientos +P y -P.

P1436179B =P
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Figura 9. Efectos de la deficiencia de Pi sobre el crecimiento de la raiz
principal. A) En la variedad de Maverick se aprecia como la longitud de la
raiz principal es mayor en condiciones +P. En comparacién con las
variedades de B) P1436179B, C) Prohio y D) LG941906, donde la longitud
de laraiz principal aumenta en condiciones de deficiencia de P.

En la Figura 6, se observa como la deficiencia de Pi influye en el crecimiento
de la raiz principal, provocando la inhibicién (Figura 9A) o el aumento en su
crecimiento (Figura 9B, 9C Y 9D). Esta discrepancia en la capacidad de las
plantas para modificar su arquitectura radical y adquirir fésforo, podria sugerir
que estas respuestas dependen del genotipo (Pecina, 2005; Vance et al.,
2003; Barrios, 2014).

38



En la Grafica 2, se observa como las variedades sometidas a un estrés por
deficiencia de Pi aumentaron la longitud de su raiz principal. Debido a que el
crecimiento de las raices depende del suministro de nutrientes del suelo, en
condiciones de deficiencia de Pi la raiz se expande para buscar la absorcion

del nutriente de una forma mas eficiente (Macklon et al., 1994).
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Gréfica 2. Crecimiento de la raiz principal. Longitud de la raiz principal,
en condiciones +P y -P. Para cada cultivar se utilizaron 4 réplicas
biolégicas tanto para tratamientos +P y —P. Después de 21 de
tratamiento, Maverick y Prohio presentaron diferencias significativas
*(p>0.05) en cuanto a la longitud de la raiz principal entre tratamientos
+Py -P.

Maverick y Prohio presentaron diferencias significativas *(p>0.05) en cuanto a
la longitud de la raiz principal entre tratamientos +P y -P. Este
comportamiento es caracteristico en leguminosas como el frijol, donde la
deficiencia en Pi, provoca que la energia asimilada se utilice para el
crecimiento de la raiz y existe una disminucion selectiva del crecimiento del
vastago y por ende en la produccion de area foliar (Yun y Kaeppler, 2001).
Esto contrasta con los resultados obtenidos en estudios de deficiencia de
fésforo en Arabidopsis thaliana, donde se sabe que la inanicién de Pi provoca

la disminucion del crecimiento en la raiz principal (Péret, 2011).
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6.3 CONTENIDO DE Pi SOLUBLE EN LAS RAICES

La concentracion de Pi en las raices depende por su parte de la eficiencia de
la planta para captar y competir por la adquisicion de iones inmdéviles de Pi
(Péret, 2011). Aunado a lo anterior las plantas han desarrollado diversas
adaptaciones fisiol6gicas que hacen frente a la deficiencia de Pi, entre las que
se incluyen la removilizacién y el reciclaje de Pi interno, asi como la
modificacion de rutas metabdlicas que implican el consumo de Pi
(Raghothama 1999; Lépez-Bucio, 2002; Vance et al., 2003).

Como se puede observar en la Gréfica 3, la concentracion de Pi soluble en las
raices, disminuyé como respuesta a la deficiencia de Pi. Las variedades que
disminuyeron en mayor medida su concentracion de fésforo en cuanto a
tratamientos +P y —P fueron Maverick, Prohio y LG94190, las cuales

presentaron diferencias estadisticamente significativas (p>0.05).
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Gréfica 3. Contenido de Pi soluble en las raices. Para cada cultivar se
utilizaron 4 replicas biologicas tanto para tratamientos +P y —P. Después
de 21 dias de tratamiento +P y —P se midi6 la concentracion de P
presente en 2 g de tejido de la raiz. Maverick, Prohio y LG 941906
presentaron diferencias significativas *(p<0.05)
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Es importante mencionar que las variedades de Prohio y LG941906
presentaron una mayor acumulacién de fésforo en condiciones de deficiencia,
esto es relevante puesto que el estudio de variedades que pueden llegar a
acumular mas Pi en suelos donde no esta disponible puede ayudar a
seleccionar genotipos eficientes en la toma de nutrientes (Richardson et al.,
2011; Lynch, 2011).

Sin embargo, es importante tomar en cuenta que un genotipo eficiente en
cuanto a la toma de nutrientes, es aquel que puede producir un mayor
rendimiento con una menor concentracion del nutriente aplicado o absorbido,
en comparacion con otras plantas que crecen bajo condiciones
agroecologicas similares (Fageria et al.,, 2008). Por esta razon es que las
variedades de Maverick y P1437169B a pesar de tener una concentracion
menor de Pi (Gréfica3), presentan una mayor elongacion foliar y un mayor

crecimiento de la raiz principal (Grafica 1y 2).

El andlisis y la seleccién de variedades tolerantes a la deficiencia en Pi a
través del estudio de sus respuestas morfolégicas como éarea foliar,
crecimiento de la raiz y contenido de fésforo, pueden conducir al desarrollo de
genotipos eficientes que mantengan o mejoren su rendimiento en condiciones
de baja disponibilidad de P en el suelo. Esta es una de las estrategias
biolégicas mas atractivas para aumentar la productividad y disminuir los
costos de produccion provocados por el uso de fertilizantes (Richardson et al.,
2011; Lynch, 2011; Holford, 1997).
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6.4 ANALISIS DE LA EXPRESION DE GENES MARCADORES DE
LA DEFICIENCIA Pi.

Cuando las plantas crecen en condiciones limitantes de Pi presentan diversas
respuestas bioquimicas que les permiten aclimatarse. Estas respuestas,
tienen dos funciones principales: el aumento de la disponibilidad de Pi
endégeno y del suelo, involucrando la induccion de genes que ayudan a las

plantas a adaptarse al estrés por deficiencia de Pi (Péret, 2011).

Durante la ultima década se han caracterizado diversos genes que aumentan
su expresion durante la deficiencia de Pi, entre ellos se encuentran genes que
codifican para transportadores de Pi, fosfatasas, RNasas, y otros de funcién
desconocida. También es cada vez mas claro que la adquisicion, la
distribucion y el metabolismo del Pi son procesos altamente regulados que

afectan directamente al rendimiento de la planta (Franco-Zorrilla et al., 2004).

Para los ensayos moleculares se seleccionaron cinco genes marcadores de la
deficiencia de Pi (Tabla 1). Estos genes codifican para transportadores de Pi
de alta afinidad y fosfatasas é&cidas, los cuales pueden ayudar a promover la
movilizacion y el reciclaje de Pi cuando este se encuentra disponible en bajas
concentraciones (Raghothama, 1999; Vance et al., 2003). La transcripcion de
estos genes se detecta desde antes de que las plantas estén privadas de Pi,
pero el cambio en sus niveles de expresion aumentan significativamente con

la aparicion del estrés (Hammond, 2003).

En la Grafica 4 se muestra un mapa de calor en el que se observa la
expresion de los cinco genes antes y después de que las plantas estuvieran
sometidas a la deficiencia de Pi. El cambio en el nivel de expresién de los
genes marcadores de la deficiencia de Pi entre los tratamientos +P y —P, fue
notable en todas las variedades. Cada gen se expreso0 de manera particular
en cada variedad, mostrando perfiles de expresion similares entre las
variedades Maverick y P1437169B, asi como entre Prohio y LG941906. Asi
mismo, las variedades en donde se observdé una mayor respuesta en el
cambio del nivel de expresion de los genes marcadores de la deficiencia de Pi
fueron Maverick y P1437169B.
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Como se puede observar, Maverick y P1437169B a pesar de tener una menor
concentracién de Pi (Grafica 3), presentan una mayor regulacion genética en
la expresion de genes como las fosfatasas acidas PAP26 y ACP5, asi como
del transportador de fosfato Phtl;1. Ademas también se observa que la
variedad de Maverick también presenta un cambio en la expresion diferencial
de PAP12 Y Phtl1;4.

Estos genes aumentan sustancialmente su expresion bajo el estrés por Pi. Se
sabe que las fosfatasas acidas como ACPS5 hidrolizan monoésteres de P
organico e incrementan los niveles de Pi disponibles para las plantas (Miller et
al., 2001).
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Gréfica 4. Mapa de calor de la expresion de genes marcadores de la
deficiencia Pi. Después de 21 dias de tratamiento, se incrementd la
expresion de los genes en condiciones de deficiencia de P. Los datos se
graficaron en Log2. *PAP (fosfatasa acida purpura), *ACP(fosfatasa
acida), *Pht (transportador de fosfato).
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La expresion de genes que codifican para fosfatasas acidas purpura como
PAP26, al ser fosfatasas vacuolares, pueden ayudar a usar la reserva no
metabdlica de la vacuola para satisfacer la necesidad de Pi (Lee y Ratcliffe,
1993; Veljanovski, 2006).

La familia de genes del transportador de fosfato 1 (PHT1) codifican proteinas
de membrana, que contienen 12 dominios transmembranales. Las proteinas
PHT1 estan funcionalmente involucradas en la captacion de Pi, de su
translocacion a través de los tejidos vegetales, de la removilizacion del Pi de
los érganos senescentes y de la optimizacién de los procesos metabdlicos
dependientes de Pi. Los genes homdlogos de PHT1 se han identificado en
una amplia gama de especies, y comparten funciones conservadas en la

captacion de Pi (L6pez-Arredondo, 2014).

La captacion de Pi disponible esta relacionada directamente con la expresion
de transportadores de Pi y por la capacidad de exploracion de las raices. En
variedades como Maverick y Pl437169B se observé un incremento en la
elongaciéon de la raiz principal, a su vez se observa como los niveles de
expresion de Phtl;1 aumentaron en condiciones de deficiencia de fosforo. En
Maverick ademas de Phtl;1, también aumento la expresion de Phtl;4, lo que
sugiere que estos genes estan relacionados con la regulacion del transporte
de Pi cuando estas plantas se encuentran bajo condiciones de deficiencia.
Particularmente los transportadores Phtl;1 se expresan predominantemente
en células de la epidermis y en la corteza exterior de la raiz, lo que sugiere su
participacion en la captacion de Pi por las raices (Mudge, 2002; Schiinmann
et al., 2004).

Ademas, la eficiencia en la captacion de Pi se ve afectada por otros rasgos
radicales que aumentan la disponibilidad de Pi en la solucion del suelo,
incluyendo el tipo de fosfatasas presentes en la raiz (Lopez-Arredondo, 2014).
Este tipo de adaptaciones moleculares incrementan las capacidades de estas
plantas para mejorar su tolerancia a las bajas concentraciones de Pi en el

medio donde crecen.
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Estos resultados demuestran que no todos los genotipos son afectados en la
misma proporcion y que la falta de Pi ocasiona el incremento en la expresion
de genes que regulan la deficiencia de fosforo en las plantas. En este caso
particular, el genotipo que se vio menos afectado por la deficiencia de fosforo
(Maverick) se caracterizO por presentar una mayor expresion de genes como
Pht1;1, ACP5y PAP12 (Gréfica 4 ).

Los mecanismos por los cuales la variedad de Maverick regula la deficiencia
de Pi podria explicar porque a pesar de tener una menor concentracion de Pi,
esta variedad presentdé en comparacion con las demas variedades una mayor
area foliar, asi como una modificacion de su arquitectura radical que le
permitié disminuir la elongaciéon de su raiz principal y de esta manera
optimizar la captacion y el uso de Pi. El estudio de estas diferencias en los
mecanismos de respuesta para su adaptacion al estrés puede utilizarse para
el aprovechamiento de la diversidad genética e incrementar de esta forma la

productividad agricola (Pecina, 2005).

Por ultimo, se hizo la integracion de los resultados tanto de area foliar, como
longitud de la raiz principal, concentracion de fosforo y expresion genética,
para ello se utilizé un analisis de componentes principales (PCA). Esto debido
a que comunmente la caracterizacion de un genotipo se da con base a un
solo caracter de eficiencia que puede involucrar la comparacién directa del
peso seco del vastago, el incremento de la concentracion de fosforo
endégeno o la arquitectura radical (Fageria et al., 2008; Lynch, 2007). Sin
embargo para la seleccion de genotipos eficientes es necesario integrar la
contribucion relativa de los diferentes parametros analizados, ya que el PCA
muestra las multiples dimensiones de la distribucion de los genotipos en un
grafico bidimensional (Keim et al., 1992) y asi se pueden identificar
relaciones multidimensionales que describen las porciones de la varianza de
un grupo de datos (Ude et al., 2003; Pan et al., 2008). Este estudio en soya

(Glycine max L.) demuestra la conveniencia del uso de este método.

De acuerdo con el analisis de PCA (Graficab), las distintas variables
analizadas presentaron respuestas genotipo dependiente. En cuanto al area
foliar y el crecimiento de la raiz principal, los resultados indican que
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variedades como Maverick y Pl1437169B crecen en buenas condiciones
cuando se les proporciona Pi, por lo que el area foliar y la elongacién de su
raiz principal se ven favorecidas, en contraste con variedades como Prohio y
LG941906 donde a pesar de crecer en condiciones de suficiencia de Pi su

area foliar y la elongacion de su raiz principal es mas pequefia.

Asi mismo, observamos que las variedades de Prohio y LG941906 estan
explicadas por la concentracibn de Pi en sus raices, esto se debe
principalmente a que probablemente estas variedades no cuentan con la
maquinaria adecuada para su utilizacién y por lo tanto aunque captan una

gran cantidad de Pi, solo lo acumulan sin poder utilizarlo a su favor.
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Grafica 5. Andlisis de Componentes Principales (PCA).
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Durante la deficiencia de Pi, observamos que Maverick y PI437169B expresan
genes como ACP5, PAP26 y PHT1;1 y por lo tanto, a pesar de no ser
variedades que acumulen una gran cantidad de Pl en sus raices como Prohio
y LG941906, cuentan con un sistema que les permite optimizar su uso y
movilizacion. De esta manera estas variedades pueden tolerar con mayor
eficiencia las bajas concentraciones de Pi en el medio donde crecen (Lynch y
Brown, 2001; Abel et al., 2002).

Por otro lado, variedades como Prohio y LG941906 en condiciones de
deficiencia de Pi, presentaron una mayor regulacion de genes como PAP26 y
Pht1;4, los cuales no aumentaron considerablemente su expresion durante la
deficiencia de fésforo, por lo que la optimizacién para el uso y movilizacién de
Pi en estas variedades fue menor. En consecuencia, la absorcion y
movilizacion de Pi en las plantas requiere de multiples sistemas de transporte
gue deben funcionar en conjunto para mantener la homeostasis durante el

crecimiento y desarrollo (Versaw y Harrison, 2002).

Es importante mencionar que las plantas de mayor tamafio como Maverick y
P1437169B aparentemente fueron menos susceptibles a la baja disponibilidad
de Pi, en contraste con variedades con fenotipos mas pequefios como Prohio

y LG941906, las cuales fueron mas afectadas por la deficiencia de Pi.
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7. DISCUSION

La soya (Glycine max L.) es considerada una de las fabaceas mas
importantes en el mundo por su alto contenido de proteina y aceite vegetal.
Sin embargo, durante las Ultimas décadas el crecimiento exponencial de la
poblacion ha provocado un incremento en la demanda de alimentos. Asi
mismo, la productividad de los cultivos, se ha visto severamente disminuida
por la baja fertilidad de las tierras arables, lo que ha provocado que las
semillas que se producen tengan un bajo contenido proteico y mineral
(Soldrzano et al., 2005).

El P es uno de los elementos mas importantes para el crecimiento y desarrollo
de las plantas, sin embargo, también es uno de los macronutrientes que mas
limitan la productividad vegetal. Por ello, el andlisis y seleccién de variedades
es importante para identificar caracteristicas estrechamente asociadas o
responsables de la tolerancia a los bajos niveles de Pi en el suelo (Bates y
Lynch, 2000).

En los ultimos afios, se ha hecho un progreso significativo en la comprensién
de las respuestas a la deficiencia de Pi en las plantas y su regulacion. El
conocimiento actual incluye: (1) evidencia de una compleja respuesta
transcripcional durante la deficiencia de Pi, a partir de la identificacion de
diferentes grupos de genes cuya activacion maxima o represion, se produce
en diferentes puntos de tiempo después de producirse el estrés por Pi en
diferentes partes de la planta; (2) la identificacion de algunos factores de
transcripcion asociados a la inanicion de Pi; (3) la participacion hormonal en la
transduccion de sefales para el control de las respuestas durante la
deficiencia de Pi, y (4) la existencia de dos estados dependientes de la
concentracién de Pi, uno a larga distancia o respuestas controladas por via

sistémica y otro de respuestas locales (Franco-Zorrilla et al., 2004).

48



En el presente trabajo se determind la respuesta de cuatro cultivares de soya
a la deficiencia de fosforo, para ello se midi6 el area foliar, el crecimiento de la
raiz principal, la concentracion de fésforo soluble en las raices, asi como la
expresion de genes marcadores de la deficiencia de fésforo. Existen diversos
estudios donde la caracterizacion de un genotipo se da con base a un solo
caracter de eficiencia, sin embargo para la seleccion de genotipos €eficientes
es necesario integrar la contribucién relativa de los diferentes parametros
analizados (Fageria et al., 2008; Lynch, 2007; Keim et al., 1992). En conjunto
los resultados obtenidos pueden ayudar a entender los mecanismos
fisiolégicos, moleculares y bioquimicos que activan diferentes variedades de
soya cuando enfrentan una deficiencia nutricional como la baja disponibilidad
de Pi.

Diversos estudios han demostrado que la deficiencia de Pi reduce el
crecimiento de la parte aérea en una planta (Lynch et al., 1991; Franco-
Zorrilla, 2004). Estudios realizados en frijol demuestran que hay genotipos
mas afectados que otros, pero en general la deficiencia de fésforo provoca
una disminucién en la biomasa del vastago (Parra et al., 2004). En este
estudios se observO que en soya la deficiencia de fésforo provocd una

disminucién en la elongacion foliar en todas las variedades.

A la fecha se han utilizado diferentes especies vegetales para estudiar el
efecto de la disponibilidad de Pi sobre la arquitectura radical, tales como el
lupino, el frijol, el maiz, el arroz y la soya (L6pez-Bucio et al., 2005). Asi como
en la planta modelo Arabidopsis thaliana, en la cual la deficiencia de fésforo
altera el crecimiento de la raiz primaria, asi como la formacién y elongacién
de las raices laterales y de los pelos radicales (Bates y Lynch, 1996;
Williamson et al., 2001; Lépez-Bucio et al., 2002). En soya, estudios previos
demuestran que el crecimiento de la longitud de la raiz principal aumenta en
condiciones de deficiencia de fosforo (Bates and Lynch, 1996; Lopez-Bucio et
al.,, 2002; Ma et al., 2001; Williamson et al., 2001).
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Este comportamiento es caracteristico en soya, donde se supone que la
mayor parte de la energia asimilada se utiliza para el crecimiento de la raiz y
existe una disminucién selectiva del crecimiento de la parte aérea (Yun y
Kaeppler, 2001). Ademés, estos estudios demuestran que las raices
responden bioquimicamente con la expresion y secrecion de enzimas como
fosfatasas acidas y ARNsas, asi como con la sintesis y exudacion de acidos
organicos y con un aumento en la sintesis de transportadores de Pi
(Raghothama, 2000).

La concentracion de Pi en las raices depende por su parte de la eficiencia de
la planta para captar y competir por la adquisicién de iones inméviles de Pi
(Péret, 2011). En el suelo la disponibilidad del P disminuye conforme se aleja
la raiz de la superficie y ademas se presentan zonas muy localizadas

(parches) ricas en este nutrimento (Lynch, 1995).

En este estudio, se observo que habia cultivares de soya mas eficientes en la
captacion de Pi, como Prohio y LG941906, sin embargo, su produccion foliar
era menor que en variedades como Maverick y PI437169b donde las
concentraciones de fosforo eran menores. Se propone que el uso eficiente del
P, a través de su movilizacién de la raiz a las hojas, y del mantenimiento en la
capacidad para exportar fotosintatos, son cualidades de la planta que pueden
mejorar el desempefio del cultivo cuando la cantidad de P asimilable no es
suficiente. Algunos estudios han demostrado con éxito que plantas obtenidas
por ingenieria genética, adquieren Pi de manera mas eficiente debido a la
expresion ectépica de citrato sintasas y a la secrecion de fitasas, por lo que
requieren menos fertilizante (Lopez-Bucio et al.,, 2000; Richardson et al.,
2011).
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Si bien el crecimiento, desarrollo y reproduccion de las plantas esta a
expensas de los nutrientes presentes en su entorno, los mecanismos por los
cuales las plantas perciben la disponibilidad de estos nutrientes y los
programas de desarrollo que traducen estas sefiales aun no han sido
completamente descritos. La mayoria de los estudios sobre los cambios en la
expresion de genes que siguen después de la deficiencia de Pi han implicado
el analisis de genes que se presume tienen un papel en el sistema de rescate
de Pi, tales como RNasas, fosfatasas y transportadores de alta afinidad de Pi
(Franco-Zorrilla et al.,, 2004). La induccion de la expresion de los genes
sensibles a la deficiencia de Pi que se midieron en este trabajo, se lleva de
manera coordinada por el factor de transcripcion PHR1 que tiene un papel
muy importante en el sistema de rescate de Pi (Rubio et al., 2001). Estos
genes forman parte del regulén PHO (Grupo de genes regulados por el mismo
factor de transcripcion), bajo un sistema de regulacion comun (Goldstein et
al., 1988). La mayoria de estos genes cuya expresion aumenta durante el
estrés por Pi, comparten una secuencia comun en el promotor, la secuencia
GNATATNC, la cual es reconocida por el FT de RESPUESTA A LA
INANICION DE FOSFATO 1 (PHR1) (Rubio et al., 2001; Bustos et al. 2010).

Por dltimo es importante mencionar que la tolerancia a la deficiencia de P es
una caracteristica multigenética (Posada et al., 1995). Donde las respuestas a
la deficiencia de fésforo no se relacionan solo con los genes medidos en este
trabajo, si no que involucran una serie de respuestas coordinadas, como lo
son la induccion de los factores de transcripciéon PHR de la familia MYB que
promueven la expresion de RNAsas, fosfatasas, transportadores de fosfato,
etc.; asi como respuestas a nivel hormonal como es el caso del etileno, las
giberelinas, las auxinas, el &cido abscisico, etc. (Raghothama, 1999; Mudge
et al., 2002; Franco-Zorrilla et al., 2004; Schinmann et al., 2004; Bustos et al.
2010; Péret, 2011 Richardson et al., 2011).
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8. CONCLUSION

Las respuestas a la deficiencia de fosforo (area foliar,
concentracion de Pi, crecimiento de la raiz principal y expresion de
genes marcadores de la deficiencia de Pi) fueron genotipo

dependiente.

La deficiencia de fosforo esta relacionada con el incremento en la
expresion de genes que regulan las concentraciones de Pi interno

en las plantas.

Maverick fue la variedad que mostré una mejor respuesta a la
deficiencia de fésforo, debido a que fue la variedad que presentd
una mayor regulacion de la expresion de genes marcadores de la
deficiencia de fbésforo, asi como mejores caracteristicas
morfologicas, como plantas de mayor tamafo, una mayor area

foliar y una raiz mejor adaptada a la deficiencia de fésforo.
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9. APENDICE 1

EXTRACCION DE ARN:

El ARNm se aisl6 de las raices congeladas utilizando el kit de aislamiento de
ZYMO REARCH (ZR Plant RNA MiniPrep).

1.- La muestra se macera con nitrogeno liquido para evitar que se
desnaturalice.

2.- La muestra se deposita en los tubos “ZR BashingBead™ Lysis Tube” y se
les agregan 800ul de “RNA Lysis Buffer”

3.- Posteriormente se les dara un spin en un vortex durante 2 min.

4.- Se centrifugan a 11, 500rpm por 1min.

5.-Se tomaran 500 | del sobrenadante y se depositaran en el tubo de
coleccion de los “Zymo-Spin™ [1IC Column”.

6.- Se centrifugan a 7, 500rpm por 1min.

7.- Posteriormente se depositaran 400ul de alcohol al 96% y se mezclaran
con el sobrenadante.

8.- De esta mezcla se tomaran 400l y se transferiran al tubo de coleccion de
los “Zymo-Spin™ [IC Column”.

9.- Se centrifugan a 11, 500rpm durante 1min.

10.- Posteriormente se tira el sobrenadante y se agregan en el mismo tubo
“‘RNA prep buffer”.

11.- Se centrifugan a 11, 500rpm durante 1min.

12.- Se agregan 800pul de “RNA wash buffer”.

13.- Se centrifugan a 11, 500rpm durante 1min.

14.- Se agregan 400ul de “RNA wash buffer”.

15.- Se centrifugan a 11, 500rpm durante 1min.

16.- Se tira el sobrenadante.

17.- Se centrifuga en seco a 11, 500rpm durante 2min.

18.- Agregar 25 pl de “DNase/RNase-Free Water” y poner a colectar en un
tubo etiquetado.

19.- se centrifugan a 8, 000rpm durante 2min.

20.- Guardar a -60
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10. APENDICE 2

SINTESIS DE cDNA:

El ADN copia (cDNA) se sintetizé utilizando el kit de THERMO SCIENTIFIC
(DNase 1, RNase-free) (RevertAid Reverse Transcriptase).

1.- Cada reaccion se ajusté a 20 . A continuacién se muestra un cuadro con

el volumen de las concentraciones que deben afiadirse de cada reactivo:

[RNA] *Buffer *Enzima *H,0

2000/[RNA] 2 2 -

*Buffer: 10x reaction buffer with MgCl,

*Enzima: DNase 1, RNase-free

* H,O: DEPC-treated Water

2.- Posteriormente se les dio un spin y se incubaron a 37 durante 70min.

3.- Una vez transcurrido el tiempo, se retiraron del termociclador y se les
agregaron 2 de EDTA 50mM.

4.- Se incubaron a 65 durante 10min.

5.- Una vez transcurrido el tiempo, se colocaron inmediatamente en hielo y se
incubaron durante 2min.

6.- De cada reaccion se tomaron 11.5 y se depositaron en tubos nuevos, a
los cuales se les agreg6 también 1 de Oligo (dT).

7.- se agitaron y se incubaron a 65 durante 5min.

8.- A continuacion se les agreg6 a cada reaccion:

Buffer: 5x Reaction Buffer 5

Thermo Scientific Ribolock RNase 0.5

inhibitor
dNTP Mix 10mM each 2
RevertAid Reverse Transcriptase 1
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9.- Por ultimo se meten a incubar al termociclador con el siguiente orden de

temperaturas:
25 10min.
42 110min.
70 10min.
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